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@ StabilisJertes ThromWnprSparat 






@ Bn stabilisiertes Thrombinpraparat in fester Oder geldster 
Form, insbesondere fur analytische Zwecke, enthalt als Stablli- 
satoren Serumalbumin In Komblnatton mit mindestens einem 
Proteasenhemmer, wie zB. Aprotinin, und mindestens einem 
Chelatbildner. 
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Stabilisiertes Thrombinpraparat 



Die Erfindung betrifft ein stabilisiertes Thrombinpra- 
5 parat in fester oder geloster Form, welches insbesonde- 
re fur diagnostische Zwecke geeignet ist. 

Thrombin (Blutgerinnungsfaktor Ila) spielt eine wichti- 
ge Rolle im Blutgerinnungs system. Es wirkt einerseits 

1o zuriick auf das Prothrombin (Faktor II) im Sinne einer 
Regulation des Gerinnungsvorgangs , vor allem aber be- 
wirkt es die Uberfuhrung von Fibrinogen (Faktor I) in 
Fibrinmonomer (FS) unter Peptidabspaltung , welches dann 
zum Fibrinpolymer gerinnen kann. Thrombin spielt daher 

15 vor allem in der Diagnostik des Blutgerinnungssystems 
eine wichtige Rolle. Beispielsweise wird es zur Be- 
stimmung von Heparin oder von An ti thrombin III verwen- 
det. 

2o Die Verwendung des Thrombins fur Unter suchungen des 
Blutgerinnungssystems, insbesondere in Testsystemen, 
die fur diesen Zweck bestimmt sind, wird durch die au- 
Berordentlich groBe Instabilitat des Thrombins stark 
beeintrachtigt. Insbesondere in geloster Form ist die 

25 Instabilitat sehr ausgepragt. Beispielsweise ist eine 
wafirige Thrombinlosung bei o°C nur ca. 5 Stunden sta- 
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35 



bil (Thromb. Diath. Haaorrh. 9, 169 (1963)). FUr manche 
Praparate wird in geloster Form bei o°c eine Stabili- 
ty von nur 1 Stunde angegeben. 

5 Abgesehen von dieser allgemeinen Instabilitat von Throm- 
bin wurde gefunden, da6 gelegentlich auBerordentlich 
rasch sehr starke Aktivitatsveranderungen im Sinne ei- 
ner Inaktivierung bei Thrombin auftreten, die bei Ver- 
wendung im Rahmen analytischer Tests zu vollig un- 
1o brauchbaren Resnltaten fiihren. Versuche haben Anhalts- 
punkte dafur ergeben, daB diese Aktivitatsveranderung 
durch Behalteroberflachen bedingt ist, mit welchen die 
Thrombinlosung in Beriihrung kommt. 

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, diese 
nixt der Verwendung von Thrombin zusammenhangenden 
Schwierigkeiten zu beseitigen und ein stabilisiertes 
Thrombinpraparat zu entwickeln, welches sowohl in fe- 
ster als auch in geloster Form eine fur praktische 
Zwecke ausreichende Gebrauchsdauer aufweist und bei 
dem insbesondere auch unvorhersehbare zeitunabhangige 
Aktivitatsanderungen vermieden werden. 

Gelost wird diese Aufgabe erf indungsgemaB durch ein 
stabilisiertes Thrombinpraparat in fester oder geloster 
Form, insbesondere fur analytische Zwecke, welches da- 
durch gekennzeichnet ist, daB es als Stabilisatoren Se- 
rumalbumin in Kombination mit mindestens einem Protea- 
senhemmer und mindestens einem Chelatbildner enthait. 

Die Erfindung beruht auf der Feststellung, daB die drei 
Komponenten des erf indungsgemaBen Mittels eine synerai- 
stxsche Wirksamkeit ausuben, die zu einem sehr stabilen 
Thrombinpraparat filhrt, bei welchem auch die bisher be- 
obachteten AusreiBer im Sinne einer plotzlichen Aktivi- 
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tatsabnahme nicht auftreten. So weist ein erf indungsge- 
maB stabilisiertes Thrombinpraparat in Form einer waBri- 
gen Losung bei einmonatiger Lagerung bei 33 Q C noch eine 
Aktivitat von etwa 80 % des Ausgangswerts auf . Wird ei- 
ne waBrige Losung des erf indungsgemaBen Praparats in ub- 
licher Weise bei etwa o°C gelagert., so weist sie viele 
Monate lang eine nur unwesentlich veranderte Aktivitat 
auf . 

Vorzugsweise enthalt das erf indungsgemaB stabilisierte 
Thrombinpraparat Chelatbildner in einer Menge zwischen 
o,o1 und o,2 M, Proteasenheinmer in einer Menge von 1 
bis 1oo |xg/ml und Serumalbumin in einer Menge von 5 bis 
loo mg/ml bzw. , soweit es sich urn ein Trockenpraparat 
handelt, in einer Menge, die bei Auflosen in der vorge- 
sehenen Losungsmittelmenge derartige Konzentrationen 
ergibt. 

Unter den Chelatbildnern werden die sechszahnigen Li- 
ganden bevorzugt. Beispiele hierfur sind Nitrilotries- 
sigsSure, Cyclohexylen- ( 1 ,2) -dinitrilotetraessigsaure , 
Diathylentriamin-pentaessigsaure und &thy lend i ami not e- 
traessigsaure (EDTA) . Bevorzugt wird EDTA. Die besten 
Ergebnisse werden erhalten, wenn der Chelatbildner in 
einer Konzentration von o,o3 bis o, 1 M vorliegt. 

Als Proteasenhemmer kommen im erf indungsgemaBen, stabi- 
lisierten Thrombinpraparat solche in Betracht, die 
Thrombin selbst nicht heitimen. Beispiele hierfur sind 
Aprotinin und Sojabohnen-trypsininhibitor (STi) . V7ei- 
tere geeignete Proteaseinhibitoren finden sich in "The 
Enzymes" , Vol. Ill, 3. Auflage 1971, S. 38o-382 angege- 
ben. Bevorzugt wird Aprotinin verwendet, da es als Han- 
delsprSparat leicht zuganglich ist. 
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Die dritte Komponente des im erfindungsgemaBen Thrombin- 
praparat enthaltenen Stabilisierungsmittels ist Serum- 
albumin. Das Serumalbumin kann beliebiger Herkunft sein, 
bevorzugt wird jedoch Rinderserumalbumin (RSA) aufgrund 
seiner leichten Zuganglichkeit. Wie bereits erwMhnt, 
sollte die Losung o,5 bis 1o %, vorzugsweise 1 bis 5 % 
(1o bis 5o mg/ml) enthalten. Nach den vorliegenden Re- 
sultaten scheint vor allem das Serumalbumin den plQtz- 
lichen Aktivitatsabfall von Thrombin zu verhindern. Es 
wird vermutet, daB der erwahnte Aktivitatsabfall durch 
Detergentienspuren, insbesondere durch anionische Deter- 
gentienspuren, die bei der Reinigung von GerSten und Ge- 
fafien, mit denen die Thrombinlosung in Beriihrung kommt, 
zuruckgeblieben sind, verursacht werden. 

Das erfindungsgemSBe, stabilisierte Thrombinpraparat 
kann als solches oder im Gemisch mit anderen Substanzen 
in Form eines korobinierten Reagensgemisch.es vorliegen 
Wenn es in gelSster Form vorliegt, so soil ein etwa neu- 
traler pH-Wert (6,o bis 8,o, vorzugsweise 6,5 bis 7,5) 
vorliegen. In den meisten Fallen reicht die Pufferkapa- 
zitat des Chelatbildners aus, urn diesen pK-Bereich ein- 
zustellen. Jedoch kann auch eine iibliche Puff ersubstanz 
zugesetzt werden. Auch das Trockenpraparat , welches im 
allgemeinen in lyophillsierter Form vorliegt, kann eine 
solche Puffersubstanz bereits enthalten. 

Bei handelsublichen Thrombinpraparaten nimmt im Durch- 
schnitt die Aktivitat bei Lagerung in waBriger Losung 
bei Raumtemperatur in zwei Wochen um etwa 5o % ab. Un- 
ter den gleichen Bedingungen tritt beim erf indungsgemaB 
stabilisierten Praparat im Rahmen der Fehlergrenze kei- 
ne Aktivitatsabnahme auf . 



foXgenden Beispiele erlMutern die Erfindung. 




0040799 

Beispiel 1 

117 mg eines stabilisierten Throrobin-Lyophilisats der 
Zusammensetzung: 
5 47,9 % EDTA, 51,28 % RSA, o,o2 % Aprotinin, o,5 % Na- 
trinmazid (als Konservierungsmittel) , o,3 % Thrombin 
werden rait 3 ml bidestilliertem Wasser gelost und die 
Stabilitat der Losung untersucht. 

1o Stabilitat der Throrabinlosung: 





ThrombinaktivitSt (pH 8,1; 
25°C; TOS-Gly-Pro-Arg-pNa als 
Substrat 


15 


Ausgangs- 
Wert (U/ml) 


1 Woche 
(U/ml) 


2 


Wochen 
(U/ral) 


Lyophilisat bei +4°C gela-j 
gert. Losung bei + 4°C ge- 
lagert 


o,46 


o,46 




o,48 


Lyophilisat bei +4°C gela- 
gert. Losung bei Raumtem- 
peratur gelagert 


o,47 


o,46 




o,48 


Lyophilisat 3 Wochen bei 
35°C gelagert. Losung bei 
+4 C gelagert 


o,46 


o,46 




o,47 


Lyophilisat 3 Wochen bei 
2o 35°C gelagert. Losung bei 
Raumtemperatur gelagert 


o,47 


o,46 




o,47 



Beispiel 2 

25 Die stabilisierende Wirksamkeit des erf indungsgeraaBen 
stabilisierten Thrombinpraparats wurde verglichen mit 
der stabilisiereriden Wirksamkeit der Einzelkomponenten 
und der verschiedenen moglichen Kombinationen von je- 
weils swei der drei erf indungsgemaB vorhandenen Kompo- 

3o nenten. 
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In der nachstehenden Tabelle wird die Abnahme der 
Thrombinaktivitat in Prozent bei den verschiedenen sta- 
bilisierten Thrombinpraparaten angegeben. Die EDTA-Men- 
ge betrug 5o mM, pH 6,9; die -Aprotininraenge betrug 1 
mg/1oo ml, die RSA-Menge 2 g/1oo ml. 

TABEIiLE 

EinfluB von EDTA, Aprotinin und Serumalburain auf die 
Thrombin-Stabilitat 



Lagerung 
bei 35°C 
(Wochen) 


bid. 

Wasser 


RSA 


Aproti- 
nin 


Aproti- 
nin RSA 


EOTA 


Apro- 
tinin 


EOTA 
RSA 


EDTA 
Apro- 
tinin 
RSA 


1 


87,5 


85,7 


65,8 


82,2 


17,o 


1o,6 


1o,o 


8,3 


2 


.98,0 


98,o 


89,5 


95,6 


31,9 


12,8 


12,o 


1o,4 



Aus den obigen Werten ergibt sich, dafi Serumalburain kei 
nen und der Proteasenhemmer nur einen sehr geringen sta 
bilisierenden EinfluB ausiiben und die Kombination Serum 
albumin/Proteasenheramer ebenfalls iiberhaupt nicht sta- 
bilisiert. Der Chelatbildner stabilisiert zwar, jedoch 
wird durch Zusatz der fur sich allein vollig unwirksa- 
men Mischung von Serumalburain und Proteasenhemmer eine 
weitaus tiberlegene Stabilisierungswirkung erzielt. 
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Patentanspruche 



1 . Stabilisiertes Thrombinpraparat in fester oder 
geloster Form, insbesondere fur analytische Zwecke, da- 
durch gekennzeichnet , daB es als Stabi- 
lisatoren Serumalbuinin in Kombination mit mindestens 
einem Proteasenhemmer und mindestens einem Chelatbild- 
ner enthalt. 

2. Stabilisiertes Thrombinpraparat nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet , daB es 

o,o1 bis o,2 M Chelatbildner, 
1 bis 1oo jxg/ml Proteasenhemmer und 
5 bis 1oo mg/ral Serumalbuinin 
enthalt . 

3. Stabilisiertes Thrombinpraparat nach Anspruch 1 
Oder 2, dadurch gekennzeichnet , daB es 
als Chelatbildner einen sechszahnigen Liganden enthalt. 

4. Stabilisiertes Thrombinpraparat nach Anspruch 3, 
dadurch gekennzeichnet,, daB es als sechs- 
zahnigen Liganden &thylendiamintetraessigsaure enthSlt. 

5- Stabilisiertes Thrombinpraparat nach einem der 
vorhergehenden Ansprtiche, dadurch g e k e n n - 
zeichnet , daB es als Proteasenhemmer Aprotinin 
enthSlt. 

6. Stabilisiertes Thrombinpraparat nach einem der 
vorhergehenden Anspruche, dadurch gekenn- 
zeichnet , daB es 

o,o3 bis o,1 IA Athylendiamintetraessigs&ure, 
5 bis 2o pig/ml Aprotinin und 



1o bis 4o mg/ml Serumalbumin 
entha.lt. 



